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Sinteza in optične lastnosti nekaterih N,N-dimetil-4-(feniletinil)anilinov 
Povzetek: Tauopatija je nevrodegenerativno bolezensko stanje, ki nastane kot posledica 
genske predispozicije, travmatičnih poškodb možganov in patološkega stresa. Med 
taupatije uvrščamo Alzheimerjevo, Parkinsonovo, Creutzfeld-Jacobovo bolezen in druge. 
Prepoznavanje začetka bolezni je ključno in v ta namen se iščejo molekulske sonde z 
zadovoljivimi vezalnimi in optičnimi lastnostmi za fluoroscenčno mikroskopijo in 
pozitronsko emisijsko tomografijo v medicini in biologiji. V tem delu predstavljamo 
teoretična izhodišča sinteze derivatov N,N-dimetil-4-(feniletinil)anilina z različnimi 
elektron akceptorskimi skupinami z namenom boljših optičnih in vezavnih lastnosti za 
uporabo v fluorescenčni mikroskopiji. 
 




Synthesis and optical properties of some N,N-dimethyl-4-(phenylethinyl)anilines  
Abstract: Tauopathy is a neurodegenerative disease which occurs as a consequence of 
genetic predisposition, traumatic injuries to the brain and pathological stress. Tauopathy 
diseases include Alzheimer's, Parkinson's, Creutzfeldt-Jakob disease and others. 
Investigation of the early onset of these diseases is crucial. With this aim molecular probes 
with sufficient binding and optical properties are being investigated for the use in 
fluorescence microscopy and positron emission tomography imaging. In this work we 
present theoretical background for the synthesis of N,N-dimethyl-4-(phenylethinyl)aniline 
derivatives with different electron acceptor goups, with a hope for better optical and binding 
properties for the use in fluorescence microscopy. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
PET  pozitronska emisijska tomografija 
VQIVYK valin-glutamin-izolevcin-valin-tirozin-lizin 
pTau  hiperfosforilirani tau proteini 
PHF  sparjeni helikalni filamenti (angl. Paired Helical Filaments) 
NIR   bližnji infrardeči (angl. Near infrared) 
EA  elektron akceptorska 
ED  elektron donorska 
DIPA  diizopropilamin 
HCS  Heck—Cassar—Sonogashira               




       





Tauopatije so nevrodegenerativne bolezni, za katere je značilna agregacija 
mikrotubolskega proteina tau (pTau) v možganih. Čeprav mehanizem bolezni ni 
popolnoma znan, do tega najverjetneje pride zaradi hiperfosforilacije, kot posledice genske 
predispozicije, travmatičnih poškodb možganov in patološkega stresa. Tau proteini torej 
izgubijo primarno biološko funkcijo stabilizacije mikrotubolov in se sprimejo v netopne 
nevrofibrilarne vozle (NFT), ki se kopičijo v živčnih celicah v možganih. To lahko vodi v 
Alzheimerjevo, Parkinsonovo, Creutzfeld-Jacobovo bolezen in druge.  
Prepoznavanje teh bolezni v zgodnji fazi je ključno za uspešno intervencijo, ki bi preprečila 
odmiranje možganov, ki pripeljejo do simptomov bolezni.   
 
Slika 1 Vpliv pTau na stabilizacijo mikrotubolov. 
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1.2 Tehnike  za odkrivanje anomalij 
1.2.1 Pozitronska emisijska tomografija 
Za odkrivanje anomalij in vivo lahko izvajamo slikanje s pozitronsko emisijsko tomografijo 
( PET). Preiskovancem v krvni obtok vbrizgajo radioaktivno snov, imenovano označevalec. 
Ta se veže na ustrezne tarče, bolezenske obloge beljakovin v možganih. S pomočjo 
detektorjev, ki merijo količino žarkov gama, ki izhajajo iz razpadajočih radioaktivnih 
označevalcev. 
1.2.2 Fluorescenčna mikroskopija 
Pri fluorescenčni mikroskopiji je ključno, da poznamo foto-fizikalne lastnosti fluorofora 
(valovna dolžina absorbcije in emisije, molarna absorptivnost, kvantni izkoristek). 
Tradicionalno se fluorescentni mikroskopi uporabljajo za slikanje tkiva, zajetih post 
mortem.[1] Primer barvil za uporabo v fluorescenčni mikroskopiji sta tioflavin T in Congo 
red. Barvili nista primerni za in vivo zaznavo proteinskih agregatov v centralnem živčnem 
sistemu, ker sta nabiti pri fiziološkem pH in ne preideta membrane med krvjo in možgani.[2]  
1.2.2.1 Fluorescenca 
Do fluorescence pride, ko molekula absorbira svetlobo in preide iz osnovnega energetskega 
stanja v vzbujeno stanje, nato pa v obliki fotona odda energijo in preide v nižje energijsko 
stanje. Pojav se uporablja v tehnikah, kjer preučujejo mikroskopske in makroskopske 
svetove v zdravstvu in biologiji. Emisija se zgodi pri manjših energijah in daljših valovnih 
dolžinah kot absorpcija, to razliko med valovno dolžino absorpcije in emisije imenujemo 
Stokesov premik. Snovi imenovane fluorofori so skupina molekul, ki lahko fluorescirajo in 
navadno vsebujejo sisteme konjugiranih dvojnih vezi ali aromatskih obročev. Ena izmed 
glavnih karakteristik fluorofora sta čas fluoresciranja in kvantni izkoristek (Φ), slednji je 
merilo za učinkovitost procesa, definiran kot število izsevanih fotonov glede na število 
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1.3 Molekulske sonde 
Razvoj molekulskih sond za prepoznavanje odloženih hiperfosforiliranih pTau agregatov 
je ključen za uspešno zgodnjo detekcijo taupatij. Za uspešno vezavo mora imeti molekulska 
sonda  ustrezno strukturo, da zaide v vezavni žep pTau agregatov. Ti naj bi se tvorili okoli 
sterične zadrge, ki jo predstavlja aminokislinsko zaporedje valin-glutamin-izolevcin-valin-
tirozin-lizin (VQIVYK).[4] 
Nekatere molekulske sonde so že v klinični fazi testiranj, vendar sonde, ki bi jo lahko 
uspešno zaznali z več tehnikami in bi imela veliko selektivnost vezave na pTau agregate še 
ni. V literaturi se sicer že pojavljajo molekule, ki bi tema dvema pogojema lahko 
zadostile.[5] 
 
Slika 2 Molekulske sonde s pozitronskim emitorjem v klinični in predklinični fazi 
testiranj.[5] 
Ena prvih molekulskih sond DDNP je bila razvita kot fluorescenčno barvilo za in vitro 
obarvanje agregatov na možganih (Slika 3). Za razliko od predhodno znanih barvil tioflavin 
T in Congo red, DDNP lahko preide krvno-žilno bariero. S sintezo fluoriranega analoga 
[18F]FDDNP, ki vsebuje pozitronski emitor [fluor-18 (18F)], so sintetizirali molekulsko 
sondo, ki se uporablja pri nedestruktivnih metodah diagnosticiranja Alzheimerjeve bolezni 




       




Slika 3 DDNP in fluorescenčni analog [18F]FDDNP.[2] 
1.3.1 Željene lastnosti molekulskih sond 
V tem delu se osredotočamo na sintezo fluorescenčnih molekulskih sond za uporabo in 
vitro. Za ugodne optične lastnosti morajo molekulske sonde imeti prost tok elektronov po 
kemijskih vezeh, da se doseže t.i. push-pull elektronski efekt (Shema 1). Intereferenci z 
avtofluorescenco tkiva se lahko izognemo s fluorofori, ki absorbirajo pri višjih valovnih 
dolžinah kot proteini v tkivu ali pa emitirajo pri drugačni valovni dolžini, tako da lahko 
izsevano svetlobo določene želene valovne dolžine izoliramo z uporabo filtrov. Željena  je 
emisija svetlobe z valovno dolžino v bližini infrardečega (NIR) dela spektra. To lahko 
dosežemo s prisotnostjo elektron donorske (ED) in elektron akceptorske (EA) skupine na 
molekuli, ki sta povezani s konjugiranim π-sistemom. Med izbranimi ED skupinami 
(substituirani dušikovi atomi) v literaturi večjega vpliva na batokromni efekt ni zaznati, 
veliko večji vpliv imajo EA skupine.[5]  
 
Shema 1 A) FDDNP Primer molekulske sonde, ki je trenutno v kliničnih in predkliničnih 
obravnavah. Ima ED, EA skupino in sredinsko π-konjugirano strukturo (rdeče). B) 
Elektronska delokalizacija FDDNP.[5]  
Stopnja delokalizacije π-sistema molekule z ED in EA skupino in posledično HOMO-
LUMO razlika ter optične lastnosti molekule, je odvisna od več faktorjev: 
(1) Donorske skupine. Najbolj učinkovite so tiste, ki imajo pozitiven resonančni efekt 
(+R).  
(2) π-Sistem. To je navadno aromatski (heteroaromatski) obroč, ki je kombiniran z 
konjugiranim alkenskim ali alkinskim strukturnim elementom. 
 
 
       
       UVOD 
15 
 
(3) Akceptorska skupina. Najučinkovitejše so akceptorske skupine z negativnim 
resonančnim (-R) ali induktivnim efektom (-I).[5]   
Za ohranitev dobrih vezavnih lastnosti je pomembno, da so gradniki molekule planarno 
razporejeni, saj se je izkazalo, da ima geometrija molekulske sonde velik vpliv na 
selektivnost vezave. S tem namenom želimo doseči paličasto strukturo s planarno 
konformacijo ED skupine, konjugiranega π-sistema in EA skupine.[2] Predpostavljamo, da 
s pametno zasnovo novih sond lahko dosežemo podobne lastnosti (Slika 4).  
Za nas je pomembno, da imajo molekule čim večji Stokesov premik, saj pri in vivo 
fluorescenčnem slikanju s fluorescenčnim mikroskopom v medicini lažje selektivno 
zaznamo sonde na tkivu.  
Velik Stokesov premik se poleg push-pull efekta doseže z asimetrično elektronsko 
strukturo molekule in HOMO-LUMO orbital.[4] Elektroni lahko zaradi asimetričnih 
elektronskih struktur v vzbujenem stanju prehajajo v nižja energijska vibracijska stanja, kar 
zmanjša energijo emisije in posledično poveča Stokesov premik fluorofora.[6]  
 
1.3.2 Izbira primerne molekulske sonde 
Na podlagi zgoraj navedenih omejitev, predlagamo pet analogov, ki se med seboj 
razlikujejo v EA skupini (Slika 4). Na podlagi predhodnih študij[5] smo se odločili za  
analoge, ki imajo EA skupine, za katere predvidevamo, da bodo emisijski maksimum 
premaknile najbolj proti NIR območju.  
 
 




       




Spojine s podobnimi strukturnimi elementi kot zasnovane spojine 1–4 so bile v literaturi že 
sintetizirane. Spodaj so opisane osnovne reakcij, ki bi jih pri sintezi želenih produktov 
lahko uporabili. 
1.4.1 Knoevenagelova kondenzacija 
Knoevenagelova kondenzacija je bazno katalizirana reakcija med ketonom ali aldehidom 
in spojinami z dvema elektron privlačnima skupinama. Tekom reakcije se odcepi voda. 
 




       




1.4.2 Sonogashira spajanje z uporabo bakra 
Sonogashira reakcijo sestavljata paladijev in bakrov katalitski krog. V paladijevem ciklu se 
na začetku aktivira paladijev pred-katalizator in nastane reaktivna Pd0 kompleks A.  
Aktiven Pd0 katalizator sodeluje v oksidativni adiciji z arilom in dobimo PdII kompleks B. 
Kompleks B nato reagira z bakrovim acetilidom F v procesu transmetalacije, da dobimo 
kompleks C. Bakrov katalizator se v bakrovem ciklu regenerira. V procesu reduktivne 
eliminacije se iz kompleksa odcepi produkt, Pd0 katalizator pa se regenerira. 
 
Shema 3 Sonogashira reakcija z bakrovim kompleksom. 
1.4.3 Sonogashira spajanje brez bakrovega kompleksa 
Ena od izvedb Sonagashira reakcije je s sočasno uporabo dveh različnih paladijevih pred-
katalizatorjev. Prvi pred-katalizator tvori oksidativni adukt z aril bromidom in drugi 
aktivira terminalni alkin, kar vodi do Pd—Pd transmetalacije, reduktivne eliminacije in 
formacije disubstituiranega alkina. Sonagashira reakcija brez bakrovega kompleksa je 
primerna pri spajanju različnih kombinaciji elektronsko bogatih, elektronsko revnih, 
sterično bolj oviranih aril halidov in različnih terminalnih alkinov.[7] 
 
 
       




Shema 4 Sonogashira reakcija brez bakrovega kompleksa.[7] 
1.5 Claisenova kondenzacija 
Reakcija Claisenove kondenzacije zajema nastanek nove vezi ogljik-ogljik, ki v tem 
primeru nastane v prisotnosti baze med karbonilno skupino in estrom. Mehanizem 
Claisenove kondenzacije je večstopenjski. Najprej nastane enolatni anion, ki nukleofilno 
napade elektrofilen karbonilni ogljikov atom estra. Sledi eliminacija alkoksi skupine 
(shema 6).[8]
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2 Namen dela 
Hipoteza 1: 
- Po znanih literaturnih poteh je možno sintetizirati spojine (shema 6):  
• 1,  6-(4-((4-(dimetilamino)fenil)etinil)fenil)-4-metil-2-okso-2H-piran-3-
karbonitril 
• 2,  6-(4-((4-(dimetilamino)fenil)etinil)fenil)-2-okso-2H-piran-3-karbonitril  
• 3,  2-(1-(4-((4-(dimetilamino)fenil)etinil)fenil)etiliden)malononitril  
• 4,  1-(4-((4-(dimetilamino)fenil)etinil)fenil)butan-1,3-dion 
 
Slika 5 Analogi, N,N-dimetil-4-(feniletinil)anilini 1—4, ki jih želimo sintetizirati. 
Hipoteza 2: 




       




3.1 Teoretična izhodišča sinteze 
3.1.1 Prekurzor 1-(4-((4-(dimetilamino)fenil)etinil)fenil)etan-1-on  
Sintezo lahko začnemo s pripravo spojine, ki bo služila kot osnova za sintezo nadaljnjih 
štirih produktov 1–4. Predpostavljena sintezna pot sledi literaturnim postopkom.[9] 
Izberemo ustrezna komercialno dostopna substrata; anilin 7 in acetofenon 6 in ju spojimo 
v reakciji po Sonogashiri (shema 3). Katalizator tetrakis(trifenilfosfin)paladij(0) se tvori in 
situ iz paladijevega(II) acetata in trifenilfosfina. Predpostavimo da lahko reakcijo izvedemo 
v prisotnosti baze dizopropilamina (DIPA),[9] ki je hkrati tudi topilo. Baza odcepi proton s 
terminalnega acetilena in poleg tega nevtralizira vodikov bromid, ki nastane kot stranski 
produkt.[9] Pri spajanju po Sonogashiri v prisotnosti bakra, znanstveniki sklepajo, da 
prisotnost baze povzroči tvorbo π-alkin kompleksa, kar poveča kislost terminalnega 
protona in vodi do deprotonacije in nastanka kompleksa bakrovega acetilida.[10]  
Ob reakciji nastaja stranski Glaserjev produkt 8. Nastajanje alkinskega dimera porablja 
anilin iz reakcijske zmesi, kar posledično pomeni manjši izkoristek željenega produkta. Do 
tega lahko pride zaradi prisotnosti bakrovega(I) jodida v reakcijski zmesi (shema 3).[11]   
 
Shema 6 Reagenti Pd(OAc)2, PPh3, CuI, DIPA, Ar, 70 ℃,
[2] refluks a) Sinteza 
difenilacetilena 3 s Sonagashira reakcijo za nadaljnjo sintezo produktov b) sinteza 
Glaserjevega produkta 4.   
Prva rešitev za zmanjšanje deleža dimera je, da počasi dodajamo anilinski derivat v 
reakcijsko zmes. Pri tem moramo ohranjati inertno atmosfero, saj kisik dokazano 
pripomore k nastanku neželjenega stranskega produkta 8[12] in hkrati destabilizira 
paladijev(0) kompleks. Ta rešitev ni primerna za hitre reakcije. V tem primeru je boljša 
uporaba katalitskih sistemov brez bakrovega kokatalizatorja in reagenti pri sintezi, ki bi 
lahko ustrezali so (PhCN)2PdCl2,  fosfinski ligandi (npr. Ph3P), Pd-PyMIC, baza K2CO3 ali 
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DABCO, 1,4-dioksan.[7] Stabilen kompleks Pd-PyMIC spodbudi alkiliranje brez prisotnosti 
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3.1.2 1-(4-((4-(Dimetilamino)fenil)etinil)fenil)butan-1,3-dion  
Za pripravo produkta 4 iz spojine 5 je potrebna Claisenova kondenzacija. Kasneje nam 
spojina 4 služi kot prekurzor za produkt 1, ki je ena izmed načrtovanih molekul (shema 7 
A).[14] Zaradi morebitne hidrolize trojne vezi v bazičnem mediju, je možno da bo izkoristek 
sinteze slabši, zato je spodaj predlagana druga sintezna pot, ki vodi do produkta 4a. 
 
Shema 7 Reagenti: a) 1. CF3CO2Et, NaH, PhMe, 1 h, 2. 0 ℃ do 30 ℃, 12 h, 3. voda, 
HCl[16], b) NaH, EtOAc, 12 h.[14] 
V literaturi[14][5] [15][16] so primeri Claisenove kondenzacije na podobnih substratih, 
prikazane na spodnji shemi (Shema 8 B–D ). Pri vseh je skupna uporaba baze in etil acetata, 
da sintetiziramo produkte z diketonsko EA skupino in, da substrati ne vsebujejo trojne vezi. 
V teh primerih lahko pri Claisenovi kondenzaciji nastane karboanion na etil acetatu ali na 
substratu na α mestu glede na keton. V shemi 8 D pa se kot alternativa etil acetatu uporabi 
etil trifluoroacetat. S tem sicer dobimo 4,4,4-trifluorobuta-1,3-dionsko skupino, ki se od 
željene razlikuje, vendar se pri tem izognemo problemu tvorbe karboaniona. 
Prav tako je fluorov atom bolj elektronegativen od vodikovega in zato predvidevamo da bo 
fluorirana skupina še boljša EA skupina v primerjavi z EA skupino na predpostavljenih 




       




Shema 8 Reagenti: (a) NaH, EtOAc, 12 h,[14] (b) EtOAc ali CF3CO2Et, dibenzo-18-krona-
6, NaH/THF,[5] (c) EtOAc, NaH, Dibenzo-18-krona-6, EtOH, THF,[15] (d) 1. EtOCOCF3, 
NaH, PhMe, 1 h, 2. 0 ℃ do 30 ℃, 12 h, 3. voda, HCl.[16] 
Reakcije pri katerih se uporablja trifluoroacetat so znane že v literaturi[16] na zelo podobnih 
substratih, ki imajo prisotno tudi trojno vez (1a in 4a, Shema 9).  
 
Shema 9 Željena produkta 1 in 4 in fluorirani spojini 1a in 4a. 
 
 
       




Pripravljena substrata 4 in 4a lahko pretvorimo v produkta 1 in 1a, s Knoevenagelovo 
kondenzacijo. Za ciklizacijski reagent uporabimo etil cianoacetat (Shema 10).[5]  
  





       




Glede na literaturne podatke[18] sklepamo, da produkt 2 lahko sintetiziramo z dvostopenjsko 
reakcijo. V prvi stopnji zmesi spojine 5 v brezvodnem dimetilformamidu (DMF) pri sobni 
temperaturi dodamo N,N-dimetilformamid dimetil acetal (Shema 11).[17] Končni produkt 2 
sintetiziramo z dodatkom cianoocetne kisline in acetanhidrida k produktu 5.[18] 
Alternativno lahko izvedemo drugo pot v kateri je postopek analogen sintezi produkta 4, 
pri čemer sintetiziramo 1,3-dikarbonilno spojino do spojine 9 nato pa s Knoevenagelovo 
kondenzacijo dobimo produkt 2. Za slednjo reakcijo predvidevamo, da bo potekla na 
analogen način, kot pri reakciji za pripravo produkta 1 (Shema 12). 
 
 
Shema 11 Reagenti: (a) N,N-Dimetilformamid, N,N-dimetilformamid dimetil acetal, 80 ℃, 
2 h,[16] (b) Cianoocetna kislina, acetanhidrid, refluks 3 h.[18 ] 
 
 
       





Shema 12 Reagenti: (a) Metil format, NaH, Et2O,
[19] (b) Cianoocetna kislina, acetanhidrid, 
refluks 3 h.[18] 
Prva reakcija je že opisana v literaturi[19] (Shema 13) in predvidevamo, da bi potekla tudi s 
substratom 5, saj je proton na α mestu glede na karbonilno skupino najbolj kisel, kar 
zagotavlja, da bo reakcija potekla na tem mestu.  
 
 




   
 
 
       




Produkt 3 sintetiziramo iz spojine 5. Pri tej reakciji keton pretvorimo v 2-dicianovinilno 
skupino (Shema 14).[4]  
 
Shema 14 Produkt 5 kot prekurzor produkta 3.  
V literaturi[2] so podobnima spojinama 5a in 5b pri povišani temperaturi dodali malonitril 
v prisotnosti baze (shema 14). Spojini se strukturno razlikujeta le v molekulskem 
distančniku, kar je najverjetneje razlog za drastično različen izkoristek.[2] Predvidevamo da 
bi pri sintezi produkta 3 iz spojine 5 ustrezali reakcijski pogoji a, podobnost substratov 5 in 
5a pa potencialno obeta tudi dobre izkoristke. 
 
Shema 15 Reagenti: (a) CH2(CN)2, piridin, 80 ℃, 23 h, 93% izkoristek, (b)  CH2(CN)2, 
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3.2 Optične lastnosti 
Analog produkta 3, FDDNP (slika 6), ki je imel le različno ED skupino se je izkazal kot 
dober kandidat za molekulsko sondo, s katero bi zaznavali proteinske agregate s 
fluorescenčno mikroskopijo. Spojini FDDNP so določali optične absorpcijske in emisijske 
lastnosti v različnih topilih. Ugotovili so, da bolj kot je topilo polarno, bolj se absorpcijski 
maksimum premakne proti daljšim valovnim dolžinam (batokromni premik), nasprotno se 
zgodi v močno polarnih protičnih topilih, saj v teh primerih pride do premika 
absorpcijskega vrha proti krajšim valovnim dolžinam (hipsokromni premik). Takšen potek 
premikanja absorpcijskega maksimuma je značilen za invertiran solvatokromizem. Prav 
tako je bilo ugotovljeno, da se s povišanim dipolom in velikim številom delokaliziranih π- 
elektronov pokaže večji batokromni premik.[3] Podobno kot že znana molekulska sonda 
FDDNP, domnevamo, da bodo produkti 1–4 (Slika 5) prav tako pokazali invertiran 
solvatokromizem emisijskega maksimuma pri različno polarnih topilih.  
Od molekulske sonde FDDNP se naš produkt 3 razlikuje po tem, da ED skupina ni 
fluorirana in po podaljšanem π-konjugiranem sredinskem delu. Struktura produkta 3 je 
manj razvejana in bi se morala, če sklepamo iz literature[2], lažje vezati na pTau. 
 
Slika 6 Predhodno sintetizirana molekulska sonda 3a (desno) z različno ED skupino 
(zeleno),[4] FDDNP[2] (sredina), produkt 3 (levo). 
Na podlagi literaturnih podatkov, kjer primerjajo optične lastnosti struktur s podobnimi EA 
skupinami, tudi pri produktih 1 (Shema 9), 2 (Shema 10 in 11) in 4 (Shema 13), 
pričakujemo ugodne optične lastnosti. 
 
 
       




Predpostavljene sintezne poti potencialnih molekulskih sond za uporabo v fluorescenčni 
mikroskopiji so v teoriji izvedljive. Enake spojine sicer v literaturni niso znane, vendar 
obstaja širok nabor reakcij na analognih spojinah s podobnimi ED in EA skupinami, na 
podlagi katerih lahko načrtujemo sintezo. Prepričani smo, da bi z ustreznimi 
modifikacijami postopka uspešno sintetizirali končne spojine. 
S spremembo EA skupin in uvedbo molekulskih distančnikov pričakujemo ugodne optične 
lastnosti začrtanih molekul. Pričakujemo namreč batokromni premik maksimuma 
absorpcije in emisije v primerjavi z analognimi spojinami, ki so že v klinični in predklinični 
fazi testiranj. Vse to nas spodbuja k nadaljnjim raziskavam, s čimer bi lahko odpirali nove 
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